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Contribution of two missense mutations（G71R and Y486D）of the bilirubin
UDP glycosyItransferase（UGTIAl）gene to phenotypes of GiIbert’s syn－
drome and Crigler－Najjar syndrome type”
（Gilbert症候群とCrigler－Najjar症候群日型におけるビリルビンUDP－グルク
ロン酸転移酵素遺伝子のミスセンス変異（G71R and Y486D）の役割）
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論文内容の要旨
臣目　的】
Gilbert症候群は先天性の高間接ビリルビン血症を特徴とする疾患で、血清総ビリルビン値は17
～68pMで、肝のビリルビンUDP－グルクロン酸転移酵素（UGTIAl）の活性が30％程度に低下して
いるために引き起こされる。一方、Crigler－Najjar症候群Ⅱ型も先天性の高間接ビリルビン血症を特
徴とする疾患で、血清総ビリルビン値は102～340〃Mで、UGTIAlの活性が10％程度に低下してい
るために引き起こされる。我々は、Gilbert症候群とCrigler－Najjar症候群Ⅱ型のUGTIAl遺伝子の
解析を行ってきた。Gilbert症候群では、71番目のグリシンがアルギニンに変化するミスセンス変
異（G71R）のホモ接合体を1症例、ヘテロ接合体を6症例、Crigler－Najjar症候群Ⅱ型では、486番
目のチロシンがアスパラギン酸に変わる変異（Y486D）とG71Rとの複合のホモ接合体を6症例経
験した。それぞれの変異がどの程度UGTIAlの活性低下に関与して黄症が発症するのかを解明する
ため、発現実験を行った。
【方　法】
正常のUGTIAlのcDNAを発現ベクタp（pcI）L）に組み込んだ。点突然変異はPCRを利用した方
法により導入した。G71RとY486Dの2種類の突然変異を導入するために、2組のプライマーを作
成した。DEAE－dextran方により、COS－7細胞にそれぞれ迫伝子導入をおこなった。G71Rのホモ接′
合体モデル、Y486Dのホモ接合体モデル、G71RとY486Dの両方のホモ接合体モデル、G71Rのヘテ
ロ接合体モデルの4種類の発現実験モデルをそれぞれ作成した。UGTIAlの一部と同一のアミノ酸
配列をもつ合成ペプチドで兎を免疫し、UGTIAlに特異的に反応する抗体を作成した。この抗体を
利用し、ウエスタンブロッティングにより培養細胞で発現させたUGTIAlの相対量を求めた。酵素
活性は、細胞溶解成分、8‾．57FLM〔14C〕UDP－グルクロン酸（9．25kBq）、10〃M UDP－グルクロン酸、
86〃M非抱合型ビリルビン、36〟Mウシ血清アルブミン、10mM MgCL2、100mM Tris一maleate緩
衝液（PH7．4）をふくむ反応液で測定した。反応生成物（ビリルビンーグルクロ二ド）は、薄層ク
ロマトグラフィーにより分離した。ビリルビンーグルクロこドは、Molecularlmager GS525（Bio－
Red）によって定量した。特異抗体を用いて発現した酵素の相対量を決定し、酵素活性を補正した。
監結　果】
ウエスタンブロッテイングでは、すべての発現実験モデルにおいて54kDaのタンパクを認めた。
酵素反応のtime courseは、30分間まで直線性を認めたので、30分の活性を初速とした。反応速度と
酵素量（UGTIAを発現した培養細胞量）との間には、240FLgまで直線関係を認めた。以下の測
定では、200〃gの細胞量で酵素活性を求めた。正常のUGTIAlの特異活性は0．62±0．16pmol／min／mg
PrOteinであった。G71Rの単独のホモ接合体のモデルの発現実験による活性は正常の32．2±1．6％で
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あった。Y486Dのホモ接合体のモデルの活性は正常の7．6±0．5％であった。G71RとY486I）複合の
ホモ接合体の活性は6．2±1．6％であった。G71Rのヘテロ接合体モデルの活性は、60．2±3．5％あった。
【考　察】
Gilbert症候群の肝組織のUGTIAlの活性は30％程度、Crigler－Najjar症候群Ⅱ型の肝組織の
UGTIAl活性は10％程度である。G71R単独のホモ接合体は、Gilbert症候群で認められた突然変異
であるが、この変異を持った酵素の発現実験における活性は、32．2±1．6％でGilbert症候群を発症
するのに妥当な値であった。G71RとY486D複合のホモ接合体の症例はCrigler－Najjar症候群Ⅱ型に
おいて認められた突然変異であるが、この変異を持った酵素の発現実験における活性（6．2±1．6％）
もCrigler－Najjar症候群Ⅱ型を引き起こすのに十分な活性であった。これらの変異が、Gilbert症候
群とCriglerTNajjar症候群Ⅱ型のそれぞれの遺伝子的原因であることが示唆された。複合の変異を持
つ酵素の活性低下は主にY486Dに起因していた。
G71Rのヘテロ接合体は、Gilbert症候群の症例に認められる変異であるが、このヘテロ接合体の
発現実験モデルの活性（60．2±3．5％）はGilbert症候群を発症するには、やや高値であった。G71R
のヘテロ疲合体の症例においては、この変異と他の遺伝子的要因が重複して、Gilbert症候群が、
発症していると考えられる。
【結　論】
培養細胞での発現実験の結果より、UGTIAl遺伝子のミスセンス変異（G71RとY486D）が
UGTIAlの活性低下を引き起こして黄症が発症することが、示唆された。
論文審査の結果の要旨
体質性黄症の発症にはビリルビンUDP－グルクロン酸転移酵素が関与するが、その遺伝子解析に
よって、2種類の遺伝子異常（G71RとY486D）が発見されすでに報告されている。これらの遺伝
子異常が、この酵素の活性低下を引き起こすか否か、を明らかにするため、培養細胞を涌いて発現
実験を行って、以下の結果を得た。
1）G71Rおよび、G71RとY486Dの両方を同時に持つ変異のホモ接合体の活性は、Gilbert症候群
とCrigler－Najjar症候群II型にみられる酸素活性とほぼ同じ債であった。このことから、これらの
ホモ接合体の変異が、本症の発現の原因であることが示唆された。
2）G71Rのヘテロ接合体の酸素活性は、Gilbert症候群の発症を説明しうるほど低下していなかっ
た。このヘテロ接合体の変異を持つ症例では、他の要因が重複しているものと考えられる。
以上の結果は、体質性黄症の発症のメカニズムを明らかにしたもので、博士（医学）の学位論文
として価値あるものと認められる。
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